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RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar a presenca de anticorpos anti-Neospora caninum
em vacas lactantes pertencentes as propriedades rurais do municipio de Araguaina, Tocantins,
Brasil. Para isso, amostras de sangue de 192 vacas foram selecionadas aleatoriamente ¢ analisadas
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos da classe IgG
anti-Neospora caninum. Foram utilizados como antigeno taquizoitos do isolado Nc-1 do parasito,
cultivados em células Vero, sendo o ponto de corte correspondente aos titulos superiores a 1:200.
Realizou- se ainda a titulagao das amostras positivas até a dilui¢ao 1:6.400. Das amostras analisadas,
48 (25%) mostraram-se positivas e, nas propriedades analisadas, a prevaléncia foi de 12,5% a
33,33%, o que revelou exposi¢ao dos animais ao parasito no municipio de Araguaina, sendo este o
primeiro registro no estado do Tocantins.

DESCRITORES: Neosporose. Bovinos. Sorologia.
INTRODUCAO

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatério pertencente
ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae e agente etioldgico da neosporose
(Dubey, 1999). Este agente acomete varias espécies de mamiferos como
hospedeiros naturais (bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, caes, raposas ¢ coites,
cervideos e camelos) e experimentais (suinos, leporinos, felinos, raposas, dingos e
coiotes, camundongos, ratos ¢ gerbils, guaxinins e primatas) (Dubey, 1999; Dubey
& Lindsay, 2000; Gondim et al., 2001; Guimaraes Junior & Romanelli, 2006).
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O ciclo biolégico de N. caninum foi descrito por McAllister et al. (1998) e
envolve trés estagios evolutivos: os bradizoitos, os taquizoitos e os esporozoitos. Os
taquizoitos e os bradizoitos sdo estagios intracelulares encontrados no hospedeiro
intermedidrio; os esporozoitos sao formados pelo processo de esporulacdo dos
oocistos eliminados nas fezes dos caes no ambiente. A ingestao dos oocistos maduros
pelos hospedeiros intermediarios desencadeia a formagao de cistos teciduais.

Em ruminantes, os mecanismos de infeccdo por N. caninum sdo
caracterizados pela transmissdo vertical e horizontal, nesta tltima os bovinos
podem se infectar pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de cdes e coiotes
(Gondim et al., 2004). A transmissao vertical parece ser a principal via de infec¢ao
nos rebanhos bovinos com abortamentos endémicos (Anderson et al., 2000), o
que permite a manutengdo da doenca nos rebanhos, pois a maioria das infecgdes
congénitas resulta em bezerros clinicamente normais, porém persistentemente
infectados (Sartor et al., 2005).

Ainda em relacdo ao meio de transmissdo, em estudo experimental
Cardoso et al. (2008) demonstraram que bezerros recém-nascidos alimentados
com colostro ou leite inoculados com taquizoitos de N. caninum podem apresentar
soropositividade, no entanto ndo ha evidéncias de que este tipo de transmissao
ocorra naturalmente.

A neosporose ¢ reconhecida como uma enfermidade de grande impacto
econdmico por ser considerada uma das principais causas de distirbios reprodutivos
em bovinos (Sartor et al., 2005). Entre as perdas econdmicas relacionadas a
neosporose, estdo o aborto e a baixa taxa de desfrute que representam uma perda
econdmica de 27,3% da receita total potencial no momento da venda de bezerros,
com redugdo na rentabilidade de R$66.372,39 para um sistema produtivo com
1.000 novilhas (Barros et al., 2010). Porém, sdo necessarios mais estudos sobre
as estimativas de prejuizos decorrentes da neosporose no pais, uma vez que ainda
sdo escassos. A maioria dos estudos citados no trabalho sugere possiveis perdas
econdmicas associadas a doenca, como os distiirbios reprodutivos, entretanto nao
estima o valor da perda.

No Brasil, a doenga ¢ reconhecida e detectada por meio de vérios estudos
e levantamentos soroldgicos. Ao avaliar os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, Ragozo et al.
(2003) observaram prevaléncia de 23,6% em rebanhos leiteiros e de corte. Mello
et al. (2006) encontraram prevaléncia de 30,4% para bovinos leiteiros e 29,6%
para bovinos de corte no estado de Goids. No Mato Grosso do Sul, Oshiro et al.
(2007) observaram prevaléncia de 14,9% nos rebanhos bovinos de leite e corte.
Frandoloso et al.(2008) observaram prevaléncia maior que 50% para bovinos
leiteiros no Rio Grande do Sul. No estado de Pernambuco, estudos em rebanhos
leiteiros demonstraram uma prevaléncia 31,7% (Silva et al., 2008). Guedes et al.
(2008) constataram prevaléncia de 92,1% nos rebanhos leiteiros de Minas Gerais.
Teixeira et al. (2010) observaram a prevaléncia de 50,74% para rebanhos leiteiros
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do Maranhao, reforcando a necessidade de incluir o parasito no diagnostico de
abortamentos e doencgas neuroldgicas de bovinos (Locatelli-Dittrich et al., 2004).

Segundo Dubey (1999), as principais manifestagdes clinicas em bovinos
sd0 as perdas neonatais ¢ o abortamento. O feto pode morrer no ttero, ser
reabsorvido, mumificado, autolisado; os bezerros infectados podem apresentar
baixo peso ao nascer, além de sinais de alteragdes neurologicas.

O diagnostico da neosporose bovina pode ser realizado por meio de
métodos indiretos, que evidenciam a presenga de anticorpos no soro dos animais
infectados, como Soroaglutinagdo, Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFT), e de métodos diretos que revelam a presenga do
agente, como Imunohistoquimica e Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Dentre
estes, os mais utilizados sdo ELISA e RIFI. A primeira técnica ¢ mais sensivel e
pratica que a segunda, pois detecta um numero superior de animais soropositivos,
entretanto outros testes sdo necessarios para determinar a especificidade do ELISA
(Sartor et al., 2003). A RIFI é considerada uma técnica mais especifica, porém
existem divergéncias entre os autores sobre o ponto de corte, sendo mais aceitos os
titulos de 1:200 (Dubey & Lindsay, 1996).

Por se tratar de uma doenga para a qual ndo existe tratamento especifico,
o controle ¢ baseado na determinacdo da infecgdo do rebanho por meio de exame
sorologico. Dessa forma, tenta-se diminuir gradativamente o nimero de animais
soropositivos na propriedade, priorizando o descarte desses animais e evitando
manter, no rebanho, bezerros filhos de vacas infectadas (Thurmond & Hietala, 1995).

Em razdo da escassez de informagdes sobre a presenca de anticorpos
anti-N.caninum em rebanhos bovinos no estado do Tocantins e dos potenciais
impactos econdmicos na atividade pecuaria do estado, objetivou-se, neste estudo,
determinar a presenca de anticorpos anti-N. caninum em vacas lactentes oriundas de
propriedades rurais do municipio de Araguaina.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no periodo compreendido entre os meses
de agosto e novembro de 2008, sendo coletadas amostras de sangue de todas as
fémeas em fase de lactacdo, totalizando 192 amostras oriundas de dez pequenas
propriedades de bovinos de leite pertencentes a microrregido de Araguaina,
estado do Tocantins. As propriedades ¢ amostras coletadas foram selecionadas
aleatoriamente, sendo determinadas de acordo com seus registros na Agéncia de
Defesa Agropecuaria de Araguaina.

Em todas as propriedades visitadas, os animais eram mantidos em sistema
extensivo, sendo todos vacinados contra febre aftosa, brucelose e raiva.

As amostras de sangue foram obtidas por meio de pungio venosa (veia
coccigea), sem anticoagulante, e enviadas ao Laboratorio de Patologia Clinica
da Universidade Federal do Tocantins, onde o soro foi obtido por centrifugacdo
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a 350g por dez minutos, transferido em duplicata em microtubos devidamente
identificados e armazenados em temperatura de -20°C até a analise laboratorial.
Posteriormente, as amostras de soro foram enviadas para analise no Laboratorio
de Imunoparasitologia Animal da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal, onde foi realizada a RIFI para detec¢do de anticorpos da classe IgG
anti-Neospora caninum. Foram utilizados como antigeno taquizoitos do isolado
Nc-1de N. caninum, cultivados em células Vero, contidos em laminas previamente
sensibilizadas e proprias para RIFI (Cultek).

Em cada 1amina foram testados dez soros, acrescidos de um controle
positivo € um negativo. As laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos, em
camara umida, seguindo-se a lavagem em PBS (pH 7,2) por cinco minutos, trés
vezes consecutivas e depois submetidas a secagem em temperatura ambiente. Em
seguida, sobre as laminas foram adicionados 10ul de conjugado (anti-IgG-bovino-
SIGMA), diluido conforme orientagdo do fabricante. A lavagem das laminas
foi repetida conforme o processo anterior para, em seguida, serem preparadas
com glicerina tamponada e laminula para observa¢do em aumento de 400x em
microscopio invertido de fluorescéncia. A positividade da reagéo foi determinada
pela observagdo da fluorescéncia periférica total nos taquizoitos, sendo o ponto
de corte titulos de 1:200. As amostras positivas foram submetidas a dilui¢des
sequenciais até 1:6.400, determinando-se, assim, o titulo de anticorpos.

Utilizou-se a analise estatistica descritiva com a distribui¢do absoluta e
relativa das amostras sorologicamente positivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 192 amostras de soro de vacas lactantes analisadas pela RIFI, 144
(75%) mostraram-se negativas e 48 (25%) apresentaram anticorpos IgG anti-N.
caninum. Uma analise comparativa dos dados obtidos em diferentes estudos
soroepidemioldgicos realizados em bovinos no Brasil é apresentada na Tabela
1. Contudo, uma comparagéo entre os diferentes estudos ¢ dificil, uma vez que a
populacio estudada, o tipo de amostragem, a sensibilidade do método de diagnostico
¢ os valores de pontos de corte adotados exercem influéncia nesses resultados.

Todas as propriedades avaliadas apresentaram animais positivos com
prevaléncia entre 12,5% e 33,33% (Tabela 2), o que demonstra que o parasito esta
amplamente distribuido nas propriedades rurais do municipio de Araguaina.

Os titulos de anticorpos variaram entre 200 ¢ 3.200, conforme esta
demonstrado na Tabela 3, evidenciando que nove dos animais positivos possuiam
titulo igual ou superior a 1:800, o que, conforme Dubey (1999), é considerado
infecgao ativa.

A presenga de titulos de anticorpos especificos para N. caninum em
amostras de soro de vacas que abortaram ndo evidencia uma infec¢do ativa e nem
se pode afirmar que foi responsavel pelo aborto, apenas que o animal foi exposto
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ao agente (Dubey, 1999). Todavia “[...] estudos sorologicos tém sugerido que titulos
>200 (RIFT) sao especificos para infec¢do por N. caninum’ (Guimardes Jinior &
Romanelli, 2006, p. 668 apud Dubey et al.,1996, p. 24). Ja estudos de Ragozo et
al. (2003) sugerem que o animal esta na fase aguda da doenca quando a deteccao
de titulos na RIFI ¢ igual ou acima de 800. Além disso, titulos iguais ou acima de
800 também foram encontrados em fetos abortados, supondo tratar-se de primeira
exposicao destes animais ao parasito (Guedes et al., 2008).

Tabela 1. Levantamento soroepidemioldgico de Neospora caninum em bovinos

no Brasil

Estudo Prevaléncia (%) Técnica Local
Aguiar et al. (2005) 104 RIFL Monte Negro/RO
Camillo et al. (2010) 242 RIFL Regido Sudoeste do Parand
Mello et al. (2006) 304 RIFI Goiania e Anapolis/GO
Minervino et al. (2008) 19,0 RIFI Santarém/PA
Mineo et al. (2006) 17,0 ELISA Triangulo Mineiro/MG
Moreira et al. (2010) 434 RIFL Goiandira/GO
Munhoz et al. (2006) 25,7 ELISA Resende/RJ
Munhoz et al. (2006) 20,0 ELISA Rio Claro/RJ
Oshiro et al. (2007) 14,9 RIFI Mato Grosso do Sul
Presente estudo 25,0 RIFL Araguaina/TO
Santos et al. (2009) 46,3 RIFI Lavras’MG
Sartor et al. (2003) 15,9 RIFI Avaré/SP
Silva et al. (2008) 31,7 RIFI Gravatd/PE
Teixeira et al (2010) 19,18 RIFL Itapecuru-Mirim/MA
Teixeira et al. (2010) 30,58 RIFI Médio Mearim/MA
Teixeira et al. (2010) 50,24 RIFI Presidente Dutra/MA

RIFI: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA: Ensaio imunoenzimatico

Tabela 2. Prevaléncia de vacas lactantes, positivas ¢ negativas, na pesquisa
de anticorpos IgG anti-Neospora caninum pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFT), no municipio de Araguaina, estado

do Tocantins, 2010
Propriedades Sorop((r)sltlvos % Soron(eng)atlvos % Total de animais
01 05 22,73 17 7727 22
02 16 28,07 41 71,93 57
03 01 20,00 04 80,00 05
04 02 22,22 07 77,78 09
05 01 20,00 04 80,00 05
06 01 16,67 05 83,40 06
07 12 25,53 35 74,47 47
08 03 33,33 06 66,67 09
09 05 31,25 11 68,75 16
10 02 12,50 14 87,50 16
Total 48 - 144 - 192
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Tabela 3. Titulagdo de anticorpos anti-Neospora caninum pela Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em vacas lactantes do municipio de
Araguaina, estado do Tocantins, 2010

Titulo de Anticorpos NCamostras positivas %
200 23 47,93
400 16 33,33
800 08 16,66
1600 - -
3200 01 2,08
6400 - -

A presenga de anticorpos em um determinado hospedeiro ndo ¢ uma prova
satisfatoria para diagnosticar aquele unico agente como causador de uma doencga
em um rebanho. A constatacao de anticorpos especificos ¢ considerada uma prova
necessaria ao estudo epidemiologico das enfermidades (Sartor et al., 2003).

Embora existam semelhancas filogénicas ente N. caninum, T. gondii,
Sarcocystis cruzi e outros agentes do Filo Apicomplexa, reagdes cruzadas entres
estes agentes sao dificeis de ocorrer, contudo € necessario o diagnostico diferencial
entre esses agentes (Dubey, 2003).

Os resultados encontrados no presente estudo possivelmente se devem as
condigoes higiénico-sanitarias das propriedades avaliadas, onde foi possivel observar
a proximidade de caes com os rebanhos, o que facilita a propagacao da neosporose
entre os animais, além de areas alagadigas e sem assisténcia veterinaria. Silva et al.
(2008) observaram associagao significativa entre a infeccao por N. caninum e todos
os fatores relacionados ao manejo higiénico-sanitario, tais como rara assisténcia
veterinaria, ambiente alagadi¢o e presenga de caes conforme foi observado
no estudo. Cabe ressaltar que novos estudos sobre os fatores epidemioldgicos
relacionados a ocorréncia da parasitose na regiao sao ainda necessarios.

CONCLUSAO

Todas as propriedades apresentaram animais sorologicamente positivos
para N. caninum, evidenciando a exposi¢do de vacas lactantes ao parasito no
municipio de Araguaina. Titulos elevados em algumas amostras analisadas sugerem
infecgdo ativa, sendo este o primeiro registro de N. caninum no estado do Tocantins.

ABSTRACT

Occurrence of antibodies anti Neospora caninum in lactating cows from the
municipality of Araguaina, Tocantins State, Brazil.

The aim of this study was to investigate the occurrence of anti-Neospora caninum
antibodies in lactating cows from farms in the municipality of Araguaina, Tocantins
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State, Brazil. Blood samples from 192 randomly selected cows were collected
and analyzed by Indirect Immunofluorescence (IIF) in order to detect IgG anti-
Neospora caninum antibodies. Tachyzoites of the Nc-1 isolate of N. caninum,
cultivated in Vero cells, were used as antigen and the cut-off point was titers above
1:200. Titration of positive samples until the dilution 1:6,400 was also performed.
Forty-eight samples (25%) were serum positive; the prevalence in the farms was
between 12.5% and 33.3% revealing the animal’s exposition to the parasite in the
municipality of Araguaina. This is the first record of this parasite in the State of
Tocantins.

KEY WORDS: Neosporosis. Bovine. Serology.
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